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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
単球走化性因子（Monocyte chemoattractBLnt prOtein－1；MCP－1）は、血管内皮細胞、血管平
滑筋細胞、マクロファージなどより分泌されるサイトカインの一種であり、単球に対して特
異的に遁走を促進する。MCP－1は粥状硬化巣に強く発現していることより、動脈硬化症の発
症に重要な役割を担っていると考えられている。一方、低比重リボ蛋白（LDL）は生体内で
酸化変性され、血管内皮細胞の機能異常を引き起こすことが報告されている。そこで、培養
ヒト臍苛静脈血管内皮細胞（HUVEC）を用いて、酸化LDLの主要構成成分である
lysophosphatidylcholine（LPC）がヒト血管内皮細胞のMCP－1遺伝子発現および蛋白の産生、
分泌を促進するか否かについて検討した。また、MCP－1遺伝子の発現に関与するシグナル伝
達系についても検討した。
〔方　法〕
1ヒト臍帯静脈血管内皮細胞の培養法；ヒト臍帯静脈より酵素法により臍帯静脈血管内皮細
胞を採取し、コラーゲン塗布培養皿上で10％牛胎児血清、50〃g／ml内皮細胞増殖因子、90四
伽lヘパリン添加mimimalessentialmediumにて培養した。実験には6継代までのものを使用し
た。
（争　　2MCP－lcDNAのクローニング；HUVECよりacidguanidiumthiocyanate－Phenol－Chloroform
extraction法によりtotalRNAを抽出し、RT－PCR法によりMCP－l cDNAをクローニングした。
3　ノーザンプロット法；各20膵のtotal RNAを1％アガロースゲルにて電気泳動し、ナイト
ランメンブランにトランスファーした。ヒトMCP－1cDNAを〔α一35〕dCTPでラベリングし、
hybridization buffbr（0・5％NaHPO4、1％牛血清アルブミン、1mM EDTA、7％SDS）で65℃
ovemightハイブリダイズした。洗浄後、autOradiographyによりシグナルを検出した。
4　ELISA法によるMCP－1蛋白の定量；各条件下に細胞を24時間貯置した後、その培養液を
回収し、培養液中のMCP－1蛋白量を抗ビトMCP－1抗体を用いたサンドイッチELISA法により
定量した。
〔結　果〕
1非刺激時のHUVECにおいてヒトMCP－lmRNAの発現を認めた。
2　50FLMLPC刺激によりヒトMC：P－lmRNAレベルは刺激6時間後にピークとなり、以後
すみやかに減少し、24時間後には非刺激時とほぼ同レベルとなった。
3　MCP－lmRNAレベルは、0－50FLMLPCの刺激で濃度依存性に増加し、50FLMLPCの
刺激により基礎値の6．0±1．9倍と有意に増加した。
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4　非刺激時のHUVECにおいてMCP－1蛋白の産生、分泌を認めた（15．2±0．3ng／24h／mg
cellularprotein）。また、50fLMLPC刺激によりMCP－1蛋白の産生、分泌は有意に増加した。
（20．9±0．5ng／24h／mgcellular－PrOtein）。
5　50FLM phosphatidylcholine（PC）、1ysophosphaiidylethanolamine（LPE）の刺激により、
MCP－1蛋白の産生、分泌は増加しなかった。
6　50FLMLPC刺激によるヒトMCP－1mRNAレベルの増加は、0．2nM staurosporine共貯置
により53±7％抑制された。
〔考　察〕
LPC刺激により培養ヒト血管内皮細胞のMCP－1遺伝子発現が増強することを示した。健常
者の血清中のLPC含量は143±22FLmOI Pi／1であり、このLPC含量は種々の病態により変化す
る。例えば、インスリン非依存型糖尿病患者では血清LPC濃度の上昇が認められ、また動脈
硬化症の血管組織中のLPC含量は正常血管に此し約8倍高値であると報告されている。これら
のことより、血清あるいは組織中で増加したLPCが血管内皮細胞のMCP－1遺伝子の発現を増
強し、動脈硬化症の発症に関与する可能性が示唆される。さらに、50FLMLPC刺激により
HUVECのMCP－1蛋白の産生が有意に増加した。これらの現象はPCやLPEには認められず、
LPCに特異的であった。また、プロテインキナーゼC（PKC）阻害剤を用いた実験より、LPC
によるMCP－1遺伝子発現には、PKCの活性化を介する経路が関与すると考えられた。
〔結　論〕
LPCはヒト血管内皮細胞のMCP－l mRNA量を増加し、MCP－1蛋白の産生、分泌を促進す
ることにより、動脈硬化症の発症に関与する可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
低比重リボ蛋白（LDL）は、糖尿病などの病的状態において酸化変性を受け、血管内皮細
胞の機能異常を引き起こす可能性が示唆されている。しかし、酸化変性LDL中のいずれの構
成成分が、どのような機構を介して血管内皮細胞の機能を修飾するかについては必ずしも明
かではない。本論文は、酸化変性LDLの主要構成成分であるIysophosphatidylcholine（LPC）
の血管内皮細胞機能に対する作用を明確にする目的で、血管内皮細胞の単球走化性因子（
monocyteふemoattractantPrOtein－1；MCP－1）の発現を検討したものである。
本論文では、
1）培養ヒト血管内皮細胞に、MCP－1遺伝子の発現を認めること、
2）LPCがMCP－1遺伝子の発現およびMCP－1蛋白の産生分泌を促進すること、
3）LPCがプロテインキナーゼCの活性化を介してMCP－1遺伝子の発現を促進することを
確認した。
以上の結果により、酸化変性LDLの主要構成成分であるLPCは、培養ヒト血管内皮細胞の
MCP－1遺伝子発現を促進し、MCP－1蛋白の産生分泌を促進することが強く示唆される。
MCP－1は、動脈硬化病変部位に強く発現し、単球の走化性を特異的に促進することより、そ
の動脈硬化の発症における役割が注目される。
本論文は、酸化変性LDLの血管内皮細胞障害作用の新しい機構を明かにしたものであり、
博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。
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